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本 文 使 用 深 低 温 ( - 196°C) 冻结 保存 动物 细胞 技术 , 对 胰 酶 分 散 的 恒 河 猴 肾 
HMA, 复苏 培养 及 其 生物 学 特性 进行 了 研究 。 结 果 表明 、 液 氮 冻 存 2 一 58 
周 的 恒 河 猴 肾 细胞 ， 其 平均 存活 率 为 63,3 一 74,4%。 复 苏 培 养 细胞 于 6 一 7 天 
形成 狐 密 单 层 ， 对 消 朵 灰质 炎 病 毒 敏 感 : SPORE AT RE 
保护 剂 复苏 培养 的 细胞 核 弄 正常， 其 生物 学 特性 与 未 冻 的 原 代 细 胞 一 致 。 


自 Polge 等 (1949) 发 现 甘油 具有 抵抗 冻结 所 产生 的 损伤 以 及 随后 从 空气 中 大 量 生产 
KADN, 液 所 作为 长 期 保存 各 种 动物 细胞 得 到 了 广泛 应 用 ， 从 而 促进 了 低温 生物 学 的 
迅速 发 展 。 目 前 使 用 该 技术 保荐 的 各 种 动物 和 人 体 的 正常 和 异常 细胞 株 或 细胞 系 ， 已 成 
为 商品 供 各 国有 关 实 验 室 普 遍 使 用 。 

原 代 恒 河 凌 肾 细胞 是 病毒 学 研究 中 十 分 宝贵 的 细胞 基质 ， 它 对 许多 人 类 病毒 具有 三 
泛 的 敏感 性 ， 尤 其 对 宵 体 灰质 炎 及 其 它 肠 道 病毒 ， 原 代 便 河 将 肾 细胞 比 其 它 许多 原 代 或 
传代 细胞 更 为 敏感 。 研 究 在 液 扬 中 冻 存 将 痛 组 织 细胞 ， 为 国内 有 关 实 验 室 提 人 殿 此 网 胞 基 
质 ， 对 促进 我 国 病毒 学 工作 的 普及 和 发 展 ， 并 为 各 地 开展 浓 髓 灰质 炎 监 测 、 控 制 和 消灭 
此 病 提供 实验 条 件 。 

本 文 对 贮存 于 液 氮 中 58 周 内 的 恒 河 次 肾 细 胞 的 细胞 活力、 复苏 培养 细胞 的 生物 学 性 
状 及 细胞 遗传 学 等 进行 了 初步 观察 ， 现 报告 如 下 、 


材料 和 方法 


一 、 细 胞 来 源 
本 实验 使 用 伍 河 猴 离 体 肾 以 0,25% 胰 蛋白 酥 加 0,08%EDTA 灌 注 消化 所 得 之 细胞 


本 文 19B81 年 12 月 1? 日 收 到 ，1982 年 4 月 12 日 收 到 收 改 稿 、 





96 Hh 学 RK 41% 


($B MS, 1981) 。 

=. AERE 

Oe FEE E107 / ml, SRR Ae BE - 196sC。 细 胞 冻 存 液 为 本 实验 室 的 工 号 
溶液 (昆明 医学 生物 研究 所 ，1974)， 加 入 10% 二 甲 基 亚 硕 (DMSO) 《北京 化 工厂 ， 批 
#770526, A.RRRAA, M¥MRIRKRASH) ， 加 15 吕 小 牛 血清 。 细 胞 诬 存 时 ， 将 
离 体 肾 灌注 消化 之 细胞 原液 ， 以 一 层 纱 布 过 滤 ， 取 样 计数 《2 % 醚 栈 兰 染色 ) 。 其 余 组 
胞 悬 液 以 800 一 1, 000 转 /1 分， 离心 10 分 钟 ， 贷 去 上 清 液 ， 细 胞 沉淀 用 细胞 洪 存 KARE 
107 /1iml, 充分 吹 打 , 使 细胞 悬 液 十 分 均匀 ,分 装 安 辣 (3 x 10 15ml 安 谣 ; 6 x 107 /10MI1F 
ii, 15x107/20mi RE) . AKO, SIMBAD HR. 4 °C 四 小 时 以 上 或 过 夜 ， 
然后 在 降温 装置 中 以 每 分 钟 1 一 3“C 速 度 下 降 至 一 30"C 以 下 ， 再 将 细胞 逐渐 从 气态 手 部 
PRARRPE EE. 

三 、 冻 存 细 胞 复苏 培养 

逐 浙 自封 安 阁 冻 存 的 细胞 ， 进 行 复苏 培养 ， 其 生长 液 为 1 号 溶液 加 10% 小 牛 血 清 。 
复苏 培养 时 ， 从 液 扬中 取出 安 襄 ， 立 即 投 入 37 一 40"C 水 浴 中 ， 使 其 在 1 一 2 分 钟 内 迅速 
完全 融化 〈10 一 20ml 安 站 ， 融 化 较 慢 ， 常 需 3 一 4 分钟) . HTK, BARBRA 
预先 配 好 的 生长 液 中 《〈 按 冻 存 时 细胞 数 稀释 至 30 万 /ml) ， 根据 实验 要 求 ， 接种 小 瓶 或 
小 管 ， 放 37"C 培 养 ， 直 至 形成 圾 密 间 层 。 

四 、 细 胞 遗传 学 分 析 8 

复苏 培养 细胞 染色 体 标本 制备 ， 在 细 胞 培养 对 数 生长 期 ， 用 空气 于 井 法 制 片 ， 
Giemsa 桨 色 。 

复苏 培养 细胞 姊妹 染色 单 体 交换 (5CE) ， 冻 存 的 猴 肾 细胞 ， 复 苏 培 养 48 一 72 小 时 ， 
加 入 5 - MES (BUDR) ， 使 其 最 终 浓 度 为 8Bug1ml，37“C 吉 光 培 养 48 小 
时 ， 加 入 秋水 仙 素 。 采 用 空气 干燥 法 制 片 ， 兹 外 线 照 射 加 Giem:za 染 色 法 分 化 染色 《 贺 维 
WF, 1980) 。 

五 、 组 胞 存活 率 与 生长 率 测定 

冻 存 的 猴 肾 细胞 ， 按 前 述 昌 苏 培 养 方法 进行 稀释 ， 取 样 计数 ， 测 定 存活 率 。 此 细胞 
是 液 接种 于 同一 规格 培养 浇 (4 x Bem) ，37°C 培 养 ， 用 0.25% 足 酶 加 0.02%EDTA 消 
化 ， 制 成 均匀 的 细胞 悬 液 ， 进 行 计数 ， 测 定 细胞 生长 率 。 
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冻 存 的 狼 肾 细胞 ， 经 复苏 后 进行 细胞 计数 ， 其 平均 存活 率 为 63.3 一 74.4%( 表 1 )。 
复苏 培养 细胞 的 生长 过 程 ， 一 般 是 ， 第 1 天 细胞 贴 撼 ， 第 2 天 开始 增殖 ， 第 3 天 可 见 到 
细胞 小 岛 形 成 ! 第 4 一 5 天 形成 大 片 或 基本 单 层 ; 第 6 一 7 天 形成 梳 密 单 层 《〈 图 1 ， 表 
2) ， 细 胞 形态 良好 《图 2) 。 

二 、 复 苏 培养 细胞 对 疹 髓 灰质 炎 病 毒 的 敏感 性 
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1O°"PFU/ml, E10" PFU/m)) , FUROR, SRR 滴 度 。 其 滴 
HAN 7.9~8.1Log,, PFU/ml ( 原 毒 种 ai 度 为 7。.5Legtn ESR 9 peat 2 
Log PFU/ml CEA AH 7. Logo PFU/ml) 。 
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图 1 复苏 培养 细胞 的 生长 曲线 
Wo, a Mb 分别 为 8 一 6 批 日 本 DMSD 和 国产 DM5O 闵 存 4 OS NE KR, 
c 和 分 别 为 80 一 8 批量 本 DMSO 和 国产 DMSO 冻 存 20 思 的 细胞 生长 曲线 





表 细胞 冻 存 时 间 与 存活 率 和 形成 骆 密 单 屋 时 间 
级 胞 hk FF BM RM PRBS MEK 
批 号 Ca) 日 本 DMSQCWY WYDMSOCK) 8DMSO 加 产 DMSO 
80— 6 2 62.1 69.9 7 7 
i 62.0 70.0 -6 8 
20 60.0 7 
24 67.9 7 
58 dad 7 
平均 存活 上 率 63.3 69.5 
”人 ”oo 
80 一 8 2 80.0 85.0 8 和 
4 82.0 85.0 6 6 
20 65.0 66.6 - 7 7 
25 66.7 65.0 T 7 
53 67.5 70.2 7 7 
平均 存活 率 72.3 Thad 
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OOR OO ee 
aE GERN ME , BAAREN | BAERE 10/mD 
批 号 CB) am 护 者 x10s/mD) 1 2 3 4 5 6 7 
80 一 6 4. H *DMSO 18.8 2.2 203 3.0 BT 7.4 20.7 
80—6 i 列 产 DMSO 21.0 3.0 362 3.7 10.3 22.8 26.4 
80 一 8 20 R DMSO 19.5 4.95 65 7.7 12.5 19.1 24.4 31.1 
80— 8 20 i DMSO 19.8 4.7 6.5 6.4 10.7 16.1 21.8 29.6 
-一 
#3 HF MM BA 
i i wt 8 ORFF at fa] CR) SE ME he $6 0 WBE Logio PFU/ ml) 
30—31 2 I 7.95 
80—32 2 I 8.10 
80—51 20 I 6.79 
80—62 m 24 I 7.90 
80—81 12 I 7.00 
80—82 12 I 7626 
80—83 2 I 7.24 
goad tO -I 7.27 
80—835 25 I. 6.81 
"guess. 8S 1 6.80 
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染色 体 分 析 ， 每 个 标本 检查 300 个 分 裂 中 期 细 跑 ， 以 测定 多 售 体 出 现 频率 。 用 油 镜 
进行 染色 体 计数 和 形态 观察 ， 每 个 标本 精确 计数 100 个 分 裂 中 期 细胞 ， 少 数 经 RAK 
陈 宜 峰 等 (1980) 恒 河 猴 核 型 分 析 原 则 进行 核 型 分 析 〈 图 3) 。 

ARH A RRR SE 4 。 国产 DMSD 和 日 本 DMS5O 冻 存 的 细胞 中 ， 
2n:==42 的 细胞 分 别 为 94.6% 和 94.3%i 2n 天 42 的 非 整 倍 体 细胞 , 分 别 为 5.33% S075 %y 
四 倍 体 分 别 为 0.75% 和 1.25%。 

姊妹 染色 单 体 交换 (SCE) 检测 ， 每 份 标本 至 少 计数 25 个 中 期 分 裂 相 。 检查 结 果 见 
表 5 和 表 6， 国 产 DMSO、 日 本 DMSO 冻 存 的 和 未 冻 存 的 原 代 培 养 细胞 的 姊 诛 染色 单 体 
交换 频率 ， 每 条 染色 体 的 SCE 数 分 别 为 0.103，0.116，0,.1156， 每 个 中 期 分 裂 相 3CE 平 


均 数 分 别 为 4.36，4.01,，4.93。 
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表 4 - 196sC 冻 存 后 复苏 培养 细胞 染色 体检 查 
til 冻 存 时 间 细胞 保护 齐 精确 计数 检查 j 党 
性 别 re ee tt 
tk 好 (Fl) (DMSO) 2n=42 DORR BOK Fee Re Bi et 
g0--3 & 7 日 本 47300 95/100 5/100 0/108 1/100 0/100 
RO— G of” 6 日 本 2/300 95/100 4/190 1/100 0/100 0/100 
KO— 8 o" 2 日 本 1/3800 94/100 6/100 0/100 0/180 2/100 
it it 7/900 284/300 15/300 1/309 1/390 2/300 
Ef ab 0.785 94.6% 5.0% 0.33% 0.33% 0.67% 
R0— 6 o Hj 3/310 94/100 5/100 1/108 17100 1/100 
BI— 8 o 2 国产 37300 92/100 7/100 1/109 1/100 1/100 
80— 9 Q 11 H 6/300 96/100 3/100 1/106 2/100 1/100 
80—10 cz 20 国产 3/300 95/100 5/100 0/100 2/100 6/100 
a if 15/1200 377/400 20/100 3/400 6/400 3/400 
Ware 1.25% 94.25% 5.0% 0.75% 1.5% 0.75% 
5 复苏 培养 细胞 的 姊妹 染色 单 体 交 换 
FERN 细胞 保护 旗 SCE W ¥ 
SMHS E H 
《 周 ) (DMSO) 中 期 相 数 SCE 数 /染色 体 数 SCE 数 /每 条 染色 体 SCE 平 均 数 /中 期 相 
8I— 3 全 56 日 本 25 96/1050 0.1 2.8 
80— ô o” 42 HÆ 25 1017/1050 0.1 3.04 
8 一 8 o” 34 日 本 25 156/1050 0.148 6.2 
a H 75 353/3150 
Hy Fy 3p 0.116 4,01 
80— g 人 34 国产 25 100/1050 0.1 4.0 
80 一 9 =. 25 国产 25 107/1050 0.1 4.2 
80—10 of 24 国产 25 123/1050 0.11 4.9 
会 i 75 330/3150 
平 H 0.103 4.36 
6 未 冻 原 代 培 养 细 胞 的 姊妹 染色 单 体 交 摘 
SCE M 率 








RH 人 性别 PAAR 
SCES / R 8 KK SCE / #5 3 Se Hk SCE 平 均 数 /中 期 相 





a 一 


1 o" 25 132/1050 0.117 4.9 
2 rol 25 127/1050 0.12 5.0 
3 ao 35 149/1470 9.101 4.2 
4 里 25 12971050 0.12 5.1 
5 o 25 127/1050 0.12 5.0 
& H 135 664/5670 
m 均 0.1156 4,93 








液 揪 中 长 期 贮存 各 种 家 畜 和 人 体 的 组 织 和 细胞 的 技术 ， 在 农 、 畜 牧 卫 以 及 医学 领域 
中 已 广泛 应 用 ， 其 复苏 培养 细胞 生长 良好 ， 仍 保持 原 组 织 细胞 的 生物 学 特性 。 但 有 关 恒 
河 效 肾 细 驳 的 冻 存 试验 ， 未 见报 导 。 本 实验 为 冻 存 58 周 以 内 的 细 胸 ， 其 平均 存活 率 为 
63.3 一 74.4%， 复 苏 培养 细胞 保持 良好 的 生长 潜能 ， 长 势 旺 盛 ， 均 能 在 第 6 一 7 天 形成 
数 密 单 县 ， 细 胞 形态 良好 ， 与 同 批 未 冻 的 原 代 细胞 培养 比较 ， 复 苏 培养 纲 胞 形成 弧 密 单 
层 时 间 延 迟 约 24 一 48 小 时 。 

对 复苏 培养 细胞 所 进行 的 核 型 分 析 表 明 ， 复 苏 培养 细胞 的 核 型 是 正常 的 。 在 所 郊 到 
Ae EAN, RENEE MR, 其 次 为 染色 体 断 片 和 
双 着 丝 点 。 从 表 4 可见， 复苏 培养 细胞 的 染色 体 和 染色 单 体 畸变 发 生 率 ， 分 别 为 0.33 吗 
和 0.67% (H ADMSOMA) 3 1.5%% 和 0.75% (国产 DMSO 洪 存 ) 。 陈 宜 峰 等 (1980) 
曾 报 告 我 国 恒 河 狼 外 周 血 培养 细胞 的 染色 体 和 染色 章 体 畸变 率 分 别 为 9.5% 和 1,5%， 并 
VAR SHEAR RAR WKAR SLR, PARAM EARN REE A 
BEM. AEPFARHPRREAARARE, AROMREMUAN, WEARER 
GH UR RS DAR PF Ha FS BE RR BB RARE, ASE Ae a 
染色 体 损伤 。 这 些 初步 观察 资料 证 实 冻 存 58 周 以 内 的 猴 肾 组 织 细胞 ， 仍 保持 着 原 有 的 遗 
传 学 特性 。 

复苏 培养 的 细胞 单 屋 ， 经 感染 糊 朵 亦 质 炎 工 、 下 型 减 毒 株 ， 其 结果 表明 复苏 培养 细 
Vea Oy FP Pe HS Hs SE RY 

为 了 在 细胞 冻 存 中 能 使 用 国产 的 细胞 保护 剂 ， 我 们 采用 国产 DMSO 和 日 本 DMSO 同 
时 平行 冻 存 细胞 ， 对 冻 存 细胞 的 存活 率 、 复 苏 培 养 细胞 的 生长 特性 和 复苏 培养 细胞 对 着 
体 亦 质 炎 病毒 的 敬 感 性 以 及 细胞 遗传 学 分 析 等 进行 了 比较 观察 。 这 些 比较 资料 说 明 ， 采 
用 国产 DMS5O 作 为 冻 存 细胞 保护 剂 的 效果 与 日 本 DM35GO 相 仆 。 
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STUDY ON FROZEN PRESERVATION AND RESUSCITATION 
AND BIOLOGICAL CHARACTERISTICS ON PRIMARY 
DISPERSED TISSUE CELL OF RHESUS MONKEY’S KIDNEY 


Zhang Meigui Dai Yongxiang Dong Dexiang 


Custitute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Sciences, Kunming) 


Rhesus Monkey kidney trypsin-dispersed .tissue cells were preserved at —1961 and resuscitated. The 
biological characteristics of preserved cells were studied. The results of this study have indicated that cells 
frozen storage in -—196 from 2—58 weeks, had a survival average rates of 63.3—-74.4%, The reconstituted 
cells showed a good morphological appearance and, in general, required 6 —7 days to form a dence mon- 
olayer, after rewarning at 37°C for reculture. The cell monolayers were very susceptable to polioviruses. 
Karyotypes and chromosome analyses and sister chromatid exchange assay were unremarkable, Native dimethyl- 


sulfoxid (DMSO) may be used as a cryo-protective agent. 


